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their translocation across the cell membrane. The recombinant peptides 
can be secreted into the culture medium or anchored in the cell 
membrane. Cells displaying recombinant RSV-derived peptides on their 
surfaces can be used in oral vaccines against respiratory syncytial 
virus of subgroups A and B. 
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modifications in the hydrophobic region situated upstream of the loop 
formed by the Cys 176 -Cys 182 bridge allow the peptides to cross the 
cell membrane and to be displayed in the correct (i.e. immunodominant) 
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(54) Title: PRODUCTION OF RECOMBINANT PEPTIDES AS NATURAL HYDROPHOBIC PEPTIDE ANALOGUES 
(54) Tltre: PRODUCTION DE PEPTIDES RECOMBINANTS, ANALOGUES DE PEPTIDES NATURELS HYDROPHOBES 
(57) Abstract 



A method for secreting a biologically active recombinant peptide 
as an analogue of a natural peptide having at least one hydrophobic 
region, by culturing cells transformed by a nucleic acid construct 
comprising elements for the expression and secretion of said peptide 
by the cell, and a sequence coding for a peptide with an amino 
acid sequence that differs from the natural peptide sequence in that 
it has at least one modification in a non-transmembrane hydrophobic 
region of the peptide; and by recovering the peptide and/or cells 
carrying said recombinant peptide. The resulting recombinant peptide, 
a corresponding DNA sequence, and a bacterium containing same, are 
also disclosed. 

(57) Abreg* 

La prtsente invention concerne un precede de secretion d'un 
peptide recombinant biologiquement actif, analogue d'un peptide 
nature! prcsentant au moins une region hydrophobe, caractense* 
en ce qu'on cultive des cellules transformees par une construction 
d'acides nucieiques comportant des elements assurant r expression 
et la secretion dudit peptide par la cellule, et une sequence codant 
pour un peptide dont la sequence en acides amines differe de la 
sequence du peptide nature] par au moins une modification dans 
une region hydrophobe non transmembranaire du peptide, et en ce 
que Ton recupere le peptide et/ou les cellules portant ledit peptide 
recombinant. L' invention concerne egalement un peptide recombinant 
susceptible d'etre ainsi obtenu, une sequence d'ADN correspondante 
et une bacterie la contenant 
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PRODUCTION DE PEPTIDES RECOMBINANTS 
ANALOGUES DE PEPTIDES NATURELS HYDROPHOBES 

La pr^sente invention se rapporte i des peptides recombinants, 
analogues de peptides naturels, et ayant conserve 1'activite biologique de 
5 ces peptides naturels, Ccs peptides peuvent etre exprimes par differents 
types de cellules et leur production est ameliorcc par rapport a celle du 
peptide naturel. 

Par peptide on entend toutc substance composee d'un enchainement 
d'acides amines, c'est-a-dire oligopeptide, polypeptide et prot&ne. 

10 Les peptides possedent une grande vari6te de proprietes 

biologiques, et pour eviter les problemes notamment de contamination lies 
aux techniques de purification a partir de produits biologiques, on a ete 
amene k les produire par genie gen^tique. 

Toutefois, la production de peptides par voie recombinante se heurte 

15 & des difficultes liees au systeme d'expression et i la cellule hote. En effet, 
pour faciliter leur recuperation, il est souhaitable que les peptides soient 
excretes & travers la membrane cellulaire, afin de les obtenir dans le 
milieu extracellulaire ou, dans le cas de bacterie. Gram negatif, dans 
Tespace periplasmique. On peut introduire dans une cellule, en particulier 

20 une bacterie, un systeme pcrmcttant 1'expression du peptide sous forme 
fusionnee avec une sequence d'ancrage membranaire, de maniere a 
obtenir le produit de fusion lie de maniere covalente, i la surface 
membranaire. 

C'est ainsi que dans le cadre de la preparation de vaccin contre le 
25 VRS, les demandeurs ont mis au point un procede de technique d'ADN 
recombinant pcrmettant de modifier ponctuellement par mutagenese 
dirigee, des nucleotides dans un gene codant pour une sequence 
polypeptidique, utile notamment pour Tobteniion dc vaccins par voie 
orale contre le virus respiratoire syncitial (VRS) . 
30 Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la cause la plus frequente 

de maladies rcspiratoires chez le nouveau-ne : bronchopneumopathies 
(bronchiolites). L'OMS csiime chaquc annee 50 millions dc cas atteinis du 
VRS, dont 160 000 deces dans le monde cntier. II exisie deux sous groupes du 
virus (sous groupes A ct B)- 
35 Le VRS est classe dans la famillc des Paramyxoviridac, genre 

pneumovirus comportant un genome ARN non segmcnte, de polarite 
negative, codant pour 10 protcincs specifiques. 
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II n'existe pas actuellement de vaccin disponible, contre le VRS. Les 
vaccins a virus inactive se sont montres inefficaces et ont meme parfois 
aggrave les infections des nourrissons. Dans les annees 60, les tentatives 
de vaccination avec le VRS inactive a la formaline ont conduit a I'echec : 
au lieu de conferer une protection lors de la reinfection due au VRS, le 
vaccin a eu pour effet d'aggraver la maladie chez l'enfant. 

La demande WO 87/04185 a propose d'utiliser des proteines 
structures du VRS en vue d'un vaccin, comme les proteines d'enveloppc 
appelees proteine F (proteine de fusion) ou proteine G, une glycoproteine 
de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine majeure de capside 
(proteine N). 

La demande WO 89/02935 decrit les proprietes de protection de la 
proteine F entiere du VRS, eventuellement modifiee sous forme 
monomerique ou desacetylee. 

Une serie de fragments de la proteine F a ete clonee en vue de 
rechercher leurs proprietes neutralisantes. 

Toutefois les vaccins immunitaires testes a ce jour se sont montres 
inefficaces ou ont induit une pathologie pulmonaire (bronchiolite ou 
peribronchite). 

20 A l'heure actuelle il n'existe pas de traitement de fond des 

infections dues au VRS. 

Les infections au VRS des voies aerienncs superieures : le 
traitement repose esseniiellement sur les medications symptomatiques 
identiques a celles des autres infections viralcs. 
25 Les infections au VRS des voies aerienncs inferieurcs : le traitement 

chez les nourrissons repose sur le maintien d'unc hydratation correcte. 
Inspiration des secretions et l'administration d'oxygene si besoin. Un effet 
positif a ete observe avec la ribavirine, nucleotide actif in vitro contre le 
VRS. 

30 Afm de faciliter l'administration du vaccin, il serait souhaitable de 

disposer d'un produit actif par voie oralc, generant unc bonne immunite, 
avec des effets secondares reduiis. 
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Les demandeurs ont construit un systeme vecteur original, appele 
encore vecteur navette, qui est fonctionnel dans Escherichia coli et 
Staphylococcus xylosus : le vecteur renferme un signal sequence de 
secretion S, et une region XM d'ancrage membranaire d'origine de la 
5 proteine A du Staphylococcus aureus, avec un site de clonage entre S et XM 
permettant d'ins^rer un ou plusieurs genes. 

Afin de faciliter le passage transmembranaire du peptide, 
l'hydrophobicite de la molecule doit dans certains cas etre modifiee. 
Cependant, ces modifications ne doivent pas altercr les proprietes 
10 biologiques, notamment immunogenes du produit. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un procede de 
production d'un peptide recombinant biologiquement actif, analogue d'un 
peptide naturel presemant au moins une region hydrophobe, caracterise 
en ce qu'il comprend une etape dans laquelle on introduit dans une cellule 
15 une construction d'ADN, codant pour un peptide dont la sequence d'acides 
amines differe de la sequence du peptide naturel par au moins une 
modification dans ladite region hydrophobe, et comportant des Elements 
assurant Texpression et la secretion dudit peptide par la cellule, 
et en ce que, apres culture des cellules, on recupere le peptide et/ou les 
20 cellules portant ledit peptide recombinant. 

De preference, la sequence d'acides amines est modifiee au moins 
dans une region differente de la region transmembranaire du peptide 
naturel. 

La modification devra de preference intcrvenir dans une region 
25 non essentielle pour Pactivite biologique d'interet du peptide, qui doit etre 
maintenue. 

Ce procede met cn jeu une construction d'ADN recombinant dans 
laquelle une sequence signal dc secretion fonctionnelle est liee a un gene 
de structure qui a etc altere afin de modifier la structure qui permette au 

30 produit recombinant de traverser la membrane de la cellule hote, alors 
que le produit recombinant du gene de structure d'origine nc Test pas 
quant il est lie a la mcme sequence signal dc secretion ; et les modifications 
structurelles du produit recombinant devraient etre realisees par genie 
genetique en alterant la localisation du produit recombinant exprime dans 

35 une cellule hote. 
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Les modifications, selon un aspect de l'invention, visent a modifier 
I'hydrophobicite du produit recombinant, 

L'invention a done pour objet un procede de production de peptide 
recombinant dans lequel les modifications structurelles du g£ne 
5 conduisent a un peptide dans lequel au moins un acide amine hydrophobe 
de la sequence du peptide naturel est remplace par un acide amine non 
hydrophobe. Dans un autre mode de realisation dans le peptide 
recombinant, au moins un acide amine hydrophobe est delete de la 
sequence du peptide naturel. 
10 Avantageusement, l'acide amine hydrophobe est choisi dans le 

groupe suivant : Tryptophane, Phenylalanine, Proline, Valine, Alanine, 
Isoleucine, Leucine et Methionine. 

Les modifications structurelles du gene peuvent etre faites par 
insertion de nucleotides, ou par delation de nucleotides. 
15 Les constructions dans lesquelles les modifications structurelles du 

gene sont faites par substitution de nucleotides par mutagen6se dirigee 
sont egalement comprises dans l'invention. 

Les modifications structurelles du g£ne pourront changer la 
localisation de telle maniere que le produit recombinant soit expose a la 
20 surface membranaire de la cellule par une liaison covalente a la partie 
d'ancrage membranaire. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, les modifications 
structurelles du gene peuvent changer la localisation de telle maniere que 
le produit recombinant soit secrete dans le milieu de culture. 
25 L'invention a done egalement pour objet la construction d'ADN qui 

comprend une sequence signal de secretion liee de maniere 
operationnelle a la sequence d'ADN codant pour le peptide recombinant, et 
assurant la translocation dudit peptide et sa secretion extracellulaire. 

Selon un autre aspect, l'invention se rapporte a un procede 
30 caracterise en ce que la construction d'ADN comprend une sequence 
signal liee de maniere operationnelle a la sequence d'ADN codant pour 
ledit peptide et pcrmettant la translocation du peptide a travers la 
membrane de la cellule hote et son ancrage membranaire. 
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Des peptides recombinants susceptibles d'etre obtenus par le 
procede caracterises en ce qu'ils different du peptide naturel par au moins 
une modification dans la region hydrophobe du peptide naturel sont un 
autre des objeis de 1'invention. lis peuvent se presenter ancres a la 
5 surface de la cellule bote. Ces peptides seront notammcnt choisis parmi les 
analogues d'une proteine de structure du VRS ou d'un fragment d'une telle 
proteine ; plus particulierement, le peptide recombinant comprend une 
sequence analogue de la proteine G du VRS, sous groupc A ou B, notamment 
comprise entre les residus 130 et 230 de la proteine C du VRS en presentant 

10 au moins 80 % d'homologie. 

La proteine G est une glycoproteine d'enveloppe du VRS, de poids 
moleculaire compris entre 84 et 90 Kd, pauvre en methionine. La sequence 
de la proteine G differe pour les sous-groupes A et B du VRS ; les termes 
"sequence de la proteine G H lorsqu'ils sont employes dans la presente 

15 demande, doivent s'entendre comme se referant a la fois & la sequence du 
sous-groupe A ou du sous-groupe B, lorsque cela n'est pas precise 
differemment. 

La Demanderesse a mis en evidence que la sequence comprise entre 
les acides amines 130 et 230 de la proteine G naturelle est particulierement 
20 appropriee pour induire une protection efficacc contrc Tinfection par le 
VRS, sous-groupes A et B. sans induire les pathologies obscrvees avee les 
vaccins bases sur le virus cntier inactive par le formol, ou observecs avec 
les proteines F et G entieres. 

Les moyens permettant Texpression du polypeptide sont connus de 
25 I'homme du metier et sont adaptes en fonction de la bacterie utilisee. 

De preference, la sequence d'ADN est introduite sous forme d'un 
plasmide, tel qu'un plasmide naveite. 

Les proteines du VRS ont ete a ce jour exprimces dans differents 
systemes d'expression comme le virus de la vaccine, les baculovirus ou les 
30 adenovirus. Cependant, des problemes potcntiels sont associes a la 
presence de particules virales residuelles. 
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Dans un de ses modes de mise en oeuvre, le procede selon la presente 
invention utilise une bacterie commensale de I'homme, apathogene et 
comestible. En partieulier, la bacterie peut appartenir au genre 
Staphylococcus. Staphylococcus xylosus qui est une bacterie utilisee dans 
5 Tindustrie alimentairc depuis de nombrcuses annecs, et peut etre 
administree, vivante, par voie orale. Des systemes d'expression d'epitopes 
heterologues a la surface de S. xylosus ont etc notamment decrits par 
N'guyen et al dans Gene, 1993, 128 : 89-94. 

De preference, le polypeptide heterologue est cxprime a la surface 
10 de la membrane de la bacterie, sous une conformation essentiellement 
identique a celle de Pepitope correspondant de la proteine G naturelle. 

La presentation de la proteine recombinante a la surface 
membranaire de la bacterie depend de sa nature chimique et de son 
enchainement peptidique. 
15 On peut utiliser la sequence naturelle de la proteine G du VRS et 

introduire une sequence d'ADN codant pour un peptide comportant la 
sequence ID n° 1 ou la sequence ID n° 2. 

Selon un aspect de 1'invention, dans la sequence correspondant a la 
sequence comprise entre les acides amines 130 et 230 de la proteine G, 
20 Pacide amine cysteine en positions 173 et/ou 186 a etc remplace par un 
acide amine ne formant pas dc pont disulfurc, cn partieulier la serine. 

Une telle mutation favorise la formation du pont disulfure entre les 
residus cysteine restant en positions 176 et 182, qui est critique pour 
Timmunogenicite de la sequence ; elle evitc la formation de ponts 
25 disulfures ddsordonnes. 

Des peptides utiles pour la mise en oeuvre d'un tel procede sont ceux 
comportant notamment Tune des sequences ID n° 3 ou ID n* 4. 

Selon un autre aspect de 1'invention dans la sequence du 
polypeptide heterologue correspondant a la proteine G du VRS, les acides 
30 amines phenylalanine correspondant aux positions 163, 165, 168 et/ou 170 
de la sequence dc la proteine G sont remplaces par un acide amine polaire, 
en partieulier la serine. 

Cette modification peut etre associee aux mutations precedemment 
citees. Un tel polypeptide peut notamment presenter la sequence ID n° 5. 
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Lors de la mise en oeuvre du procede, la suppression de la region 
hydrophobique situee en amont de la boucle critique formee par le pont 
disulfure entre les acides amines cysteine en positions 176 et 182, permet a 
la proteine recombinante de mieux traverser la membrane bacterienne et 
5 d'exposer correctement la partie immunodominante a la surface 
membranaire. 

Selon encore un autre aspect de 1'invention, dans la sequence 
peptidique correspondant a la proteine G du VRS, la sequence comprise 
entre les acides amines numerotes 162 et 170 est deletee. 
10 Plus particulierement la sequence du peptide heterologue exprimee 

dans la bacterie peut comporter la sequence ID n° 6. 

L'invention comprend egalement une bacterie exprimant un 
peptide ou une proteine, susceptibles d'etre obtenus par le procede decrit 
dans la presente demande. Ladite bacterie peut etre utilisee vivante ou 
15 tuee. 

Les polypeptides ou les bacteries presentant une ou plusieurs des 
caracteristiques ci-dessus sont utiles a titre de medicament. 

L'invention comprend des compositions pharmaceutiques, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent un polypeptide ou une bacterie 
20 selon l'invention en melange avec des adjuvants pharmaceutiquement 
acceptables. 

Le vaccin oral a base de vecteur vivant doit comprendre la proteine 
modifiee qui presente la conformation optimalc pour induire la mcilleurc 
protection contre le VRS. 

25 C'est pourquoi la presente invention a egalement pour objet une 

application d'une telle composition pharmaceutiquc a la preparation d'un 
vaccin par voie orale destine a prevenir les infections provoquees par le 
virus respiratoire syncytial. 

Enfin, l'invention a pour objet les sequences nucleotidiques codant 

30 pour un peptide recombinant analogue d'un peptide naturel tel que decrit 
precedemment ; ces sequences peuvent comporter cn outre des elements 
assurant Tcxpression du peptide dans une ou plusieurs cellules hotes 
specifiques. Ces elements permcttent de cibler les cellules dans lesquelles 
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la construction va s'exprimer lors de son administration a un mammifere, 
humain ou animal. II peut s'agir de constructions d'ADN ou d'ARN, qui 
seront de preference incorporees dans un vecteur. Des vecteurs 
appropries sont notamment des plasmides ou des virus du type Adenovirus, 
5 qui pourront etre formules dans des compositions pharmaceutiques avec 
des excipients acceiptables. 

Selon Tun de ses aspects, Pinvention a pour objet des sequences 
nucleotidiques codant pour un polypeptide porte par une sequence 
peptidique comprise entre les residus aminoacides 130 et 230 de la proteine 
10 G du virus respiratoire ou pour un polypeptide presentant au moins 80 % 
d'homologie avec ladite sequence peptidique, et comportant en outre les 
moyens permettant 1'expression du polypeptide ii la surface de la 
membrane d'une bact^rie non pathogene du genre Staphylococcus. 
Une sequence d'ADN qui comprend 
15 - une sequence signal de secretion fonctionnelle, 

- une sequence d'ADN codant pour un peptide recombinant 
analogue d'un peptide naturel, la sequence de peptide 
recombinant presentant au moins une modification dans la region 
hydrophobe non transrnembranaire du peptide naturel, 
20 fait partie de I'invention. 

Le procede selon I'invention comprend les ctapes suivantes : 

a. transformer les cellules hotes avec une construction d'ADN 
recombinant renfermant une sequence signal qui est liec dc manierc 
operationnelle a un gene structurel, et que ce dernier soit modifie de telle 

25 sorte que le produit recombinant peut etre translocate a travers la 
membrane de la cellule hote ; 

b. fermenter ladite cellule hote pour exprimer le produit 
recombinant ; 

c. recuperer les proteines extracellulaires, secretees par les cellules 
30 transformees par les constructions. 
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L'invention comprend egalement une cellule recombinante qui 
contient une sequence d'ADN ou une construction telle que ddfinie 
precedemment. 

Cette cellule note peut etre une bactene, Gram* ou Gram-, une 
5 cellule de levure ou une cellule de mammifere. 

Des bacteries particulierement adaptees sont choisies dans le groupe 
comprenant Escherichia coli, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus 
carnosus. 

La sequence d'ADN peut €tre integree dans le chromosome de la 
10 bact6rie, Gram positif ou Gram ndgatif. 

Cette construction d'ADN recombinant peut renfermer le gene 
codant pour la proteine G de 1'amino-acide 130 a 230 du VRS humain sous- 
groupe A fusionnee en amont et/ou en aval de celle du sous-groupe B. 

Un type de construction peut etre realise avec le gene codant pour 
15 la proteine de l'amino-acide 130 a 230 du VRS bovin appartenant au sous- 
groupe A, ou sous sous-groupe B. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention sans 
aucunement en Iimiter la portee. 

Dans ces exemples, on se rdferera aux figures suivantes : 

20 

- Figure 1 : Construction par assemblage de genes du plasmide pRIT28G2av ; 

- Figure 2:1) Construction du gene G2 substituc par des residus serine ; 

2) Construction du gene G2 delete des residus 162 a 170 ; 

- Figure 3 : Schema des constructions de vccteurs navettes, en haut 
25 pSE'mlpl8BBXM, en (A) vecteur pSE'G2BBXM ; (B) vecteur pSE'G2subBBXM ; 

et (C) vecteur pSE'G2delBBXM ; 

- Figure 4 :Analyse par cytometric de flux des proieines recombinantes de 
surface ; 

- Figure 5 : Analyse par SDS-Page des prolines extraites de la membrane 
30 de S. Xylosus recombinant ; 

- Figure 6 : Schema du principc de construction des vecteurs de secretion a 
partir des vecteurs navettes respectifs pSE'G2subBBXM et pSE'G2delBBXM 
dont les descriptions sont dctaillecs dans l'exemple 4. Sont illustres les 
produits secretes a partir du milieu de culture dc S. xylosus portant des 

35 vecteurs dont le codon Stop (T) a etc insere en amont de la region 
d'ancrage membranaire XM ; 
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- Figure 7 : Analyse par SDS-Page et immunoblot des proteines de fusion 
secr6tees par S. xylosus ; 

- Figure 8 : Analyse par cytometric de flux des proteines secretees par S. 
xylosus portant differents vecteurs navettes. 

5 

EXEMPLES 



10 



15 



20 



30 



EXEMPLE 1 : 

1) Construction de G2 par assembly d e genes synth^ ..-. . 

Le gene codant pour la region en amino-acides 130-230 de la 
glycoprotein G du virus RS, nomme G2, ou nous avons en plus change 
deux residus Cys en position 173 et 186 en Ser par rapport a la sequence 
d'origine, est obtenu par les techniques d'assemblage de genes en phase 
solide (Stahl S. er co/.,1993. BioTechniques, J4:424-434). La sequence des 
oligonucleotides a ete optimisee en combinant les codons usuels de 
bacteries telles que Ecoli et Staphylococcus. 

Les oligonucleotides ont ete synthases par la chimie des 
phosphoramidites sur le symhetiseur d'ADN automaiique (Gene Assembler 
Plus, Pharmacia Biotech) selon les recommandations du constructed. Les 
oligonucleotides a fixer en phase solide sont biotinyles en extremite 5' par 
le reactif Biotin-on phosphoramidite (Clontech). Les autres 
oligonucleotides sont phosphoryles en 5' par le reactif Phosphate-on 
amidite (Clontech) selon le protocole de Clontech. Les oligonucleotides sont 
deproteges et sont purifies selon les recommandations de Pharmacia. Les 
oligonucleotides biotinyles sont purifies par chromatographic liquide sur 
phase reverse (colonne PEP RPC, Pharmacia). 

Le gene est assemble en deux parties : G2am (amont) de Paa 130 a 
177 avec deux sites de restriction BamHI et Pstl en 5' et 3' du gene, G2av 
(aval) de l'aa 177 a 230 avec deux sites de restriction Pstl et BamHI en 5' et 
en 3 1 du gene. Le gene G2 est reconstitue en ligaturant les deux fragments 
G2am et G2av par le site Pstl. 



a) Assemblage de gene de G2am f FIGURE n : 

Dans un micro tube, deux oligonucleotides complementaires dont 
35 Pun est biotinyle en 5' : TH1B = 5 '-Biotin-CC GGATCCT ATGACCGTGA A-3' 
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et TH2 = S'-GTITI IGGTT TTCACGGTCA TAGGATCCGG-3* sont hybrides et 
immobilises sur des billes magnetiques couplees k la streptavidine (Dynal, 
Oslo, Norway). Le double brin immobilise comprend un site de restriction 
BamHI et le brin complementaire a celui qui est biotinyle possede 6 a 15 
5 nucleotides de depassement de son cote 5' (phosphoryld) permettant h 
I'oligonucleotide suivant de venir s'hybrider. L'hybridation de ce dernier 
oligonucleotide est effectuee en elevant la temperature du milieu ik 70*0 
pour eviter la formation de structures secondaires. La ligature est faite en 
ajoutant de la T4 DNA ligase (Gibco BRL). Ainsi le g6ne est construit 

10 successivement en prenant la precaution & chaque cycle de rincer le 
support solide afin d'eliminer Pexces d'oligonucleotides non lies avant 
d'ajouter I'oligonucleotide suivant. Le dernier double brin ligature 
contient un site de restriction PstL 

Le double brin est ensuite libere de son support solide en le digerant 

15 avec les en2ymes de restrictions BamHI et PstI puis ligature dans le 
vecteur de clonage et de sequengage prit28 (Hultman et col., 1988, 
Nucleosides Nucleotides 7:629-638) diger£ par les memes enzymes : le 
vecteur resultant est pRIT28G2am de taille 3067pb. La sequence 
nucleotique de G2am est determinee par sequencage d'ADN sur le 

20 sequenceur automatique ABI, selon les recomandations du constructeur 
(Applied Biosystem). 

b) Assemblage de 2ene de G2av (FIGURE 1) : 

De la meme maniere le gene G2av est assemble en phase solide sur 

25 billes magnetiques par les deux premiers oligonucleotides 
complementaires dont Pun est biotinyle en 5*: TH13B = 
(S'-Biotin-TGTGAAGCTT AGTCGACCGG TTTG-3') ct TH12 = (5'-CCCGACCACC 
AAACCGGTCG ACTAAGCTTC ACA-3 ( ), ainsi de suite. Le double brin est lib6re 
du support solide par digestion enzymatique successivement par Pstl et 

30 Hindlll, clone dans pRIT28 : le vecteur resultant est nomme pRIT28G2av de 
taille 3091 pb. La sequence nucleotique dc G2av est determinee par 
sequengage d'ADN sur le sequenceur automatique ABI, selon les 
recomandations du constructeur (Applied Biosystem). 
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c) Construction du Bene G2 = G2am + r.7av • 

Les deux fragments G2am et G2av sont ligatures par le site de 
restriction PstI et le gene constitue est clone dans pRIT28 par les sites 
BamHI en 5' et Hindlll en 3": Ic vecteur resultant est nomme pRIT28G2 de 
5 taille 3220pb. La sequence nucleotique de G2 est determinee par 
sequencage d'ADN sur le sequenceur automatique ABI, selon les 
recomandations du constructeur (Applied Biosystem). Le fragment G2 est 
digere par BamHI et Hindlll et clone dans le vecteur navette : pSE'G2BBXM 
(7666 pb) (FIGURE 3). 

10 Liste des oligonucleotides necessaircs pour l'assemblage de genes 

G2: 

BamHI 

THlB(20mer) : 5 '- Bi ot in-CCGGATCCT ATG ACCGTG A A-3' 

BamHI 

15 TH2 (30mer) : 5'-GTTTTTGGTT TTCACGGTCA T AGGA'ITj CGG-3' 
TH3 (28mer) : 5 '-AACC AAAAAC ACCACGACCA CCCAGACC-3' 
TH4 (3 1 mer) : S'-GTTTGCTCGG CTGGGTCTGG GTGGTCGTGG T-3' 
TH5 (3lmer) : S'-CAGCCGAGCA AACCGACCAC CAAACAGCGTC-3 ' 
TH6 (29mer) : 5'-CG(j1 1 1GI IC 1XJACGCTCTT TGGTGGTCG-3* 

20 TH7 ( 29mer) : 5 '-AG AACAAACC GCCGAACAAA CCGAACAAC-3 ' 

TH8 (34mer) : 5 '-CTTCG AAATG GAAATCGTTG TTCGGTTrcT 1TJGG-3 ' 
TH9 (27mer) : 5 '-GAT1TCC ATT TCG AAGTGTT CAACri"C-3 ' 

PstI 

TH10 (33mer) : S'-TGCJXJCAGATGCTGCTCGGC ACGAAGTTGA ACA-3 1 
25 PstI 

TH 1 1 (22mer) : 5 '-GTGCCGAGC A GCA TCTGCAG CA-3' 

Hindlll 

TH12 (33mer) : 5'-GCCGACCACC AAACCGGTCG AC TAAGCTTC ACA-3' 
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Hindi! I 

TH13B (19mer) : 5 '-Biotin-CCCTGTG AAG CTT GGTTTG-3' 
TH14 (32mer) : 5-CATAAACCGC AGACCACCAA ACCGAAAGAA GT-3" 
TH15 (32mer) : S'-GTGGTCGGCA CTTCTTTCGG TTTGGTCGTC TG-3' 
5 TH16 (3 lmer) : S'-AAAACCGACC TTCAAAACCA CCAAAAAAGA T-3* 
TH17 (3 lmer) : 5'-CGGnTATGA TCTTTTTTGG TGGTTTTGAA G-3' 
TH18(30mer) : S'-GGGCAAAAAA ACCACGACCA AACCGACCAA-3' 
TH19 (3 lmer) : S'-GTCGGTITTr TGGTCGGTTT GGTCGTGGTT T-3 ' 
TOO (34mer) : 5'-GGGCGATCAG CAAACGTATC CCGAACAAAA AACC-3' 
10 TH2 1 (33mer) : S'-TTTTGCCCGG TT1TTTGTTC GGGATACGTT TGC-3' 

Pst I 

TH22(25mer) : S'-A TC TGCAG CAACA ACCCGACCTG CT-3' 

Pst I 

TH23 (34mer) : S'-TGATCGCCCA GCAGGTCGGG TTGTTGCTCCAG AT-3 ' 

15 

II) Construction de G2sub par mmagenese dirigee : 

Le fragment de gene ou les quatre residus Phenylalanine en 
position 163, 165, 168 et 170 sont remplaces par des Serines, est genere par 
amplification genique (PCR), a partir du gene G2 insere dans le vecteur 

20 pRIT28, en utilisant comme couples d'amorces RIT27/TNG73 et 
RIT28/TNG72 (voir FIGURE 2.(1)). Les amorces TNG 7 2 ct TNG 7 3 sont 
complementaires d'unc region de 19 nucleotides renfermant trois des 
quatres Phenylalanine : 
Rit27 : 5 '-GCTITXGGCT CGTATG1TGT GTG-3 ' 

25 Rit28 : 5'-AAAGGGGGATGTGCTGCAAG GCG-3' 

TNG72 5'- C CAT TCC GAA GTG TCC AAC ICC GTG CCG AGC AC-3' 

TNG73 3 GC TTG CTA AGG GTA AGG CTT CAC AGG TTG-5 ' 

D'une part, 1'amorce TNG73 introduit les trois premieres mutations 
(TTC en TCC) sur le fragment en amont amplifie avec RIT27. D'autre part 

30 1'amorce TNG72 introduit les trois dernieres mutations (TTC en TCC) sur le 
fragment en aval amplifie avee RIT28. Cinq cycles de temperatures (96 *c, 
15 sec; 50'c, 1 min; 72'c, I min) suivis de vingi cycles (96'c, 15 sec: 60'c, 
15 sec; 72 "c, 15 sec) Les deux fragments amplifies sont melanges dans un 



WO 96/14409 



PCT/FR95/01464 



seul tube dilue dans du tampon de PCR sans amorces et la reaction 
d'extension est faite en cinq cycles de temperatures (96 *c, 15 sec; 54 *c, 30 
sec; 72 *c, 1 min). Le produit d'extension est dilue a 1/100 dans du tampon 
PCR contenant les amorces R1T27 et R1T28 et Pamplification genique est 
5 faite en 30 cycles de temperatures (96 # c, 15 sec; 54 *c, 15 sec; 72 *c, 30 sec). 
Le fragment est ensuite digerd avec les enzymes de restrictions 
BamHI/HindlH et clone dans le vecteur prit28 digere par les memcs 
enzymes: pRIT28G2sub. La sequence nucleotiquc de G2Sub est determinee 
par sequencage d'ADN sur l'appareil de sequenceur automatique ABI, selon 
10 les recomandations du constructeur (Applied Biosystem). Le fragment 
G2sub est digere par Bamlll et Hindlll et clone dans le vecteur navette : 
P SE'G2subBBXM (7666 pb)(FIGURE 3). 

Ill) Construction de G2del : (voir FIGURE 2.(2)) 

15 De la meme maniere, le fragment de gene G2 delete de la partie 

renfermant les 4 residus Phenylalanine de Taa 162 a Taa 170 est genere 
par PCR en deux fragments : en amont avec les amorces RIT27/TH48 d'une 
part et en aval avec RIT28/TH11 d'autre part. Les amorces TH11 et TH48 
sont complementaires de 13 nucleotides. 

20 TH11 5'-GTGCCGAGCA GCATCTCCAG CA-3 1 

3'<&crrGrrr GGcncriTG CACGGcrcG^xG^ : -5 , = nws 

Cinq cycles de temperatures (96 *c. 15 sec; 52*c t 1 min; 72 *c, 1 min) 
suivis de vingt cycles (96*c f 15 sec; 60 *c, 15 sec; 72 "c, 15 sec) Les deux 

25 fragments amplifies sont melanges dans un seul tube dilue dans du tampon 
de PCR sans amorce et la reaction d'extension est faite en cinq cycles de 
temperatures (96 *c, 15 sec; 42 *c, 30 sec; 72 "c, 1 min). Lc produit 
d'extension est dilue a 1/100 dans du tampon PCR contenant les amorces 
R1T27 et R1T28 et Tamplification genique est faite en 30 cycles de 

30 temperatures (96* c t 15 sec; 60 *c, 15 sec; 72 "c, 30 sec). Le fragment est 
ensuite digere avec les enzymes de restrictions HamHI/Ilindlll et clone 
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dans le vecteur prit28 digere par les memes enzymes: pRIT28G2del. La 
sequence nucteotique de G2del est determinee par sequengage d'ADN sur 
Tappareil de sequenceur automatique ABI, selon les recomandations du 
constructeur (Applied Biosystem). Le fragment G2del est digere par BamHI 
5 et Hindlll et clone dans le vecteur navette : pSE'G2delBBXM (7639 
pb)(FIGURE 3). 

IV) Construction du vecteur navette : 

Un linker d'oligonucleotides (S'-AGCTTGGCTG TTCCGCCATG 

10 GCTCGAG-3', avec le brin compl^mentaire) est insere dans le site Hindlll du 
plasmide pSZZmpl8XM (Hansson et col, 1992, J.Bacteriol 174 : 4239-4245), 
cream ainsi deux sites de restriction supplementaires Ncol et Xhol en aval 
du site Hindlll du vecteur resultant pSZZmpl 8(XhoI)XM. Un fragment de 
gene codant 198 acides amines, nomme BB, de la region de fixation du 

15 serum albumine de la proteine G streptococcique (Nygren et col, 1988. 
J.Mol.Reconig., 1:69-74), est genere par PCR avec les amorces ( 1 = 
5 -CCG AATTC AA GCTTAGATGC TCTAGCAAAA GCCAAG-3* et 2 = S'-CCCCTGCAGT 
TAGGATCCCT CGAGAGGTAA TGCAGCTAAA ATTTCATC-3') sur le template 
plasmidiquc pSPGl (Guss et col, 1986,EMBO J., 5 : 1567-1575). Le fragment 

20 est digere avec Hindlll et Xhol ct clone en aval du site multiple de clonage 
mpl8 du vecteur pSZZmp 1 8(Xhol)XM; Ic vecteur resultant 
pSZZmpl 8(XhoI)BBXM est digere par Notl ct Hindlll. Le fragment 
renfermant ZZ est rcmplace par un autre fragment digere par les memes 
enzymes de restriction du vecteur pE'mpl8 (Sophia Hober, non public). Le 

25 vecteur navette resultant est nomme pSE'mpl8BBXM (FIGURE 3). 

EXEMPLE 2 : 

Extraction et analyse de nroteines membranaires des S. xvlosus 
recombinants : 

30 Dans un erlenmeycr de 1 litre, on inocule 250 ml de milieu (7,5 g de 

TSB, 12,5 g de Yeast extract) contcnanl du Chloramphenicol (20 pg/ml) 
avec 5 ml de prcculiure (overnight) de S. xvlosus transforme par le 
vecteur navette pSE'G2BBXM ou pSE'G2subBBXM ou pSE*G2delBBXM selon le 
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protocole de Gotz et col t 1981, J Bacterid., 145:74-81. Incuber sous agitation 
a temperature = 32° C pendant une duree de 6 heures. Centrifuger le milieu 
£ 5000 rpm, 12 min et a temperature » 4° C. Le culot bacterien est 
resuspendu dans 40 ml de TST, on rajoute 200 pi de solution contenant de la 

5 lysostaphine (1 mg/ml) et 200 y\ de lysozymc (50 mg/ml). Incuber 
pendant une heure a temperature = 37° C sous agitation moderee. Soniquer 
la solution pendant 2 min, avec Tappareil Vibra cell equipe d'une sonde 
dont la puissance est reglee a 7. Centrifuger a 13 500 rpm, pendant 20 min, 
a temperature *= 4° C. Les proteines sont purifiees par affinite : Ic 

10 surnageant est passe sur colonne d'affinite HSA-Sepharose (Serum 
Albumine Humaine). Apres avoir rince la colonne, les proteines sont 
eluees avec un tampon acide pH 2,7 et lyophilisees. 

Les proteines sont separees sur deux gels SDS-PAGE (12%) identiques 
avec les marqueurs de tailles moleculaires standard (Gibco BRL) 

15 precolores. Un gel est colore au Bleu de Coomassie. Le deuxieme est 
transfere sur membrane Problot^M (Applied Biosystem) pour 
Pimmunoblot avec I'anticorps specifique anti-Gl (obtenu a partir du 
serum de lapin immunise avec le peptide Gl(aal74-187) selon les 
protocoles courants d'immunisation). Voir Figure 5. 

20 

EXEMPLE 3 : 

Analyse par Cytometric dc flux (FACScan IM ) des proteines recombinantcs 
a la surface de S. xvlosus : 

Les cultures des bacterics recombinantcs S. xylosus sont faitcs 

25 comme decrit precedemmcnt. Pour constitucr une solution stock, on 
resuspend la bacterie dans une solution de PBS a 0,1% dc Sodium Azidc 
(p/v) a la concentration finale estimce par densite optiquc (GOOnm) egale 
a 1'unite. On aliquotc 30 v\ de solution stock dans chaque puits conique 
d'une plaque de microtitres, on centrifuge a 550 g pendant 10 minutes a 4° 

30 C. On resuspend le culot bacterien dans un volume dc 150 pi de solution de 
PBS contenant du scrum lapin polyclonal anti-G2 (titrc l/l 280 000) diluc 
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au l/200eme ( incubation pendant 30 minutes. On rince deux fois les 
cellules bacteriennes avec du PBS et on incube dans 150 ^1 d'une solution 
de PBS renfermant de i'anti-lapin FITC (Sigma) dilue au 1/iOOeme pendant 
une duree de 30 minutes. Apres avoir rince les cellules deux fois avec du 
5 tampon PBS, on resuspend dans un tube Falcon contenant 1 ml de tampon 
PBS-Paraformaldehyde 1% (p/v). Les echantillons prepares sont analyses 
sur Tappareil FACScanTM (Becton Dickinson). La distribution de 
fluorescence de chaque suspension cellulaire est analysec par le logiciel 
LYSIS II™ et est representee par des histogrammes de fluorescence. Voir 
10 Figure 4. 

EXEMPLE 4 : 

Modulation secretion-insertion en secretion : 

A partir des differents vecteurs navettes, il est possible d'inserer des 
15 codons de terminaison en amont de la region codant pour Tancrage 
membranaire XM, comme le montre la figure 6. Un site unique de 
restriction Xhol entre BB et XM a ete utilise pour inserer un double brin 
d'oligonucleotides codant pour trois codons terminaison (Ter) dans les deux 
sens d'orientation, avec introduction d'un site de restriction Aat II : 

20 

Aat II Ter Ter Ter --> 
5'-TC GAC GTC TAA TGA TAA TTA TCA TTA G-3' 
3'-G CAG ATT ACT ATT AAT ACT AAT CAG CT-5 1 
<— Ter Ter Ter 

25 Les vecteurs pSE'G2subBBXM et pSE'G2de!BBXM sont ainsi digeres par Xho I 
et sont ligatures avec le double brin d'oligonuclcotides prcalablement 
phosphoryles en 5'. Les vecteurs resultants sont rcspectivement 
pSE'G2subBB[Ter]XM (7693 pb) et pSE'G2delBB [TcrJXM (7666 pb). U culture 
des E.coli ou des S.xylosus transformees respectivement avec ces deux 

30 vecteurs suivie d'une purification sur colonne d'affinite (HSA Sepharose) 
permet d'obtenir des proteincs G2subBB et G2dclBB. La figure 7 montre: en 
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A) le gel SDS-PAGE, la separation des proteines secretees a partir des 
S.xylosus, dans des conditions reduites, en 1 et en 2 representent 
respectivement les proteines G2subBB et GZdelBB a la taille attendue: 35,23 
Kda et 34,28 Kda; en B) Timmunoblot des proteines montre que Panticorps 
5 specifique a la region G(aal74-187) ou Gl du VRS reconnait bien les deux 
proteines secretees. Tres peu de degradations proteolytiques ont ete 
observees. De plus, I'analysc FACSCAN avec l'anticorps polyclonal anti- 
lapin, anti-BB a ete realisec sur les differents S.xylosus. La figure 8 montre 
que les spectres de S.xylosus port ant des vecteurs navettes pSl?mpl8BBXM, 

10 pSPG2subBBXM et pSE'G2de!BBXM sont deplaces dans l'axe de Tintensite de 
fluorescence vers la droite, e'est-a-dire vers la presence des antigenes 
heterologues i la surface de la bacterie. Alors que les spectres de S.xylosus 
portant des vecteurs navettes pSE'G2subBBTerXM et pSE'G2del BBTerXM n'y 
sont pas deplaces, ceci indique que les antigenes heterologues sont absents 

15 it la surface de la bacterie et que Ton les a retrouves et purifies a partir du 
milieu de culture. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FABRE MEDICAMENT 

(B) RUE: 45 PLACE ABEL GANCE 
(Q VILLE: BOULOGNE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92100 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PRODUCTION DE PEPTIDES ANALOGUES DE 
PEPTIDES HYDROPHOBES, PEPTIDE RECOMBINANT, SEQUENCE D'ADN 
CORRESPONDANTE 



Ciii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC -DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9413307 

(B) DATE DE DEPOT: 07-NOV-1994 



C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 303 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!.. 303 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ 10 NO: 1: 

ACC GTG AAA ACC AAA AAC ACC ACG ACC ACC CAG ACC CAG CCG AGC AAA 48 
Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys 
1 5 10 15 

CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AAC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAC AAC 96 
Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn 
20 25 30 

GAT TTC CAT TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCG TGC AGC ATC TGC AGC 144 
Asp Phe His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser He Cys Ser 
35 40 45 

AAC AAC CCG ACC TGC TGG GCG ATC TGC AAA CGT ATC CCG AAC AAA AAA 192 
Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lvs 
50 55 60 

CCG GGC AAA AAA ACC ACG ACC AAA CCG ACC AAA AAA CCG ACC TTC AAA 240 
Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lvs 
65 70 75 80 

ACC ACC AAA AAA GAT CAT AAA CCG CAG ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG 288 
Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val 
85 90 95 



CCG ACC ACC AAA CCA 
Pro Thr Thr Lys Pro 
100 



303 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 303 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 303 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

ACC GCG CAG ACC AAA GGC CGT ATC ACC ACC AGC ACC CAG ACC AAC AAA 48 
Thr Ala Gin Thr Lys Gly Arg lie Thr Thr Ser Thr Gin Thr Asn Lys 
15 10 15 

CCG AGC ACC AAA AGC CGT AGC AAA AAC CCG CCG AAA AAA CCG AAA GAT 96 
Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro Lys Asp 
20 25 30 

GAT TAC CAC TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCC TGC AGC ATC TGC GGC 144 
Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser He Cys Gly 
35 40 45 

AAC AAC CAG CTG TGC AAA AGC ATC TGC AAA ACC ATC CCG AGC AAC AAA 192 
Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys Thr He Pro Ser Asn Lys 
50 55 60 

CCG AAA AAG AAA CCG ACC ATC AAA CCG ACC AAC AAA CCG ACC ACC AAA 240 
Pro Lys Lys Lys Pro Thr He Lys Pro Thr Asn Lys Pro Thr Thr Lys 
65 70 75 80 

ACC ACC AAC AAA CGT GAT CCG AAA ACC CCG GCG AAA ATG CCG AAG AAG 288 
Thr Thr Asn Lys Arg Asp Pro Lys Thr Pro Ala Lys Met Pro Lys Lys 
85 90 95 

GAA ATC ATC ACC AAC 303 
Glu He He Thr Asn 
100 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 303 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!.. 303 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

l£ SIf f AA AAC i CC ACG ACC ACC CAG A <* CAG CCG AGC AAA 

Thr Vol Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys 



10 



15 



CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AAC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAf AAf 
Pro Thr Thr Lys Gin An, Gin Asn Lys Pro Pro Asn £ Pro Jsn a" 



30 



GAT TTC CAT TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCG AGC AGC ATC jrr tec 
Asp Phe His Phe Glu Vol Phe Asn Phe Vol Pro Ser Ser Re £s 52 

35 40 45 

AAC AAC CCG ACC JGC TOO GCG ATC AGC AAA CGT ATC CCC AAC AAA AAA 
Asn Asn Pre Thr Cys Trp «. lie s«r Lys Ar, II, Pr „ Asn [" "s 

55 6 0 

CCG GGC AAA AAA ACC ACG ACC AAA CCG ACC AAA AAA CCG ACC TTC AAA 
Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro £ Z tys 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



ACC ACC AAA AAA GAT CAT AAA CCG CAG ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG 
Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Vol 
85 90 95 

CCG ACC ACC AAA CCA 

Pro Thr Thr Lys Pro 303 
100 



C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 
(A) LONGUEUR: 303 paires de bases 
CB) TYPE: nucleotide 
CO NOMBRE OE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION : lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: AON 



Cix) CARACTERISTIQUE: 

CA) NOM/CLE: CDS 

CB) EMPLACEMENT:!.. 303 



WO 96/14409 



PCT/FR95/01464 



23 

(x-L) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

ACC GCG CAG ACC AAA GGC CGT ATC ACC ACC AGC ACC CAG ACC AAC AAA 48 
Thr Ala Gin Thr Lys Gly Arg lie Thr Thr Ser Thr Gin Thr Asn Lys 
15 10 15 

CCG AGC ACC AAA AGC CGT AGC AAA AAC CCG CCG AAA AAA CCG AAA GAT 96 
Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro Lys Asp 
20 25 30 

GAT TAC CAC TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCC AGC AGC ATC TGC GGC 144 
Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Ser Ser He Cys Gly 
35 40 45 

AAC AAC CAG CTG TGC AAA AGC ATC AGC AAA ACC ATC CCG AGC AAC AAA 192 
Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys Thr He Pro Ser Asn Lys 
50 55 60 

CCG AAA AAG AAA CCG ACC ATC AAA CCG ACC AAC AAA CCG ACC ACC AAA 240 
Pro Lys Lys Lys Pro Thr He Lys Pro Thr Asn Lys Pro Thr Thr Lys 
65 70 75 80 

ACC ACC AAC AAA CGT GAT CCG AAA ACC CCG GCG AAA ATG CCG AAG AAG 288 
Thr Thr Asn Lys Arg Asp Pro Lys Thr Pro Ala Lys Met Pro Lys Lys 
85 90 95 

GAA ATC ATC ACC AAC 303 
Glu He He Thr Asn 
100 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 303 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .303 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ACC GTG AAA ACC AAA AAC ACC ACG ACC ACC CAG ACC CAG CCG AGC AAA 48 
Thr Vol Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys 
15 10 15 

CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AAC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAC AAC 96 
Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn 
20 25 30 

GAT TCC CAT TCC GAA GTG TCC AAC TCC GTG CCG AGC AGC ATC TGC AGC 144 
Asp Ser His Ser Glu Vol Ser Asn Ser Vol Pro Ser Ser lie Cys Ser 
35 40 45 

AAC AAC CCG ACC TGC TGG GCG ATC AGC AAA CGT ATC CCG AAC AAA AAA 192 
Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys Arg He Pro Asn Lys Lvs 
50 55 60 

CCG GGC AAA AAA ACC ACG ACC AAA CCG ACC AAA AAA CCG ACC TTC AAA 240 
Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys 
65 70 75 80 

ACC ACC AAA AAA GAT CAT AAA CCG CAG ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG 288 
Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val 
85 90 95 



CCG ACC ACC AAA CCA 
Pro Thr Thr Lys Pro 
100 



303 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 276 paires de bases 
CB) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(U) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .276 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

ACC GTG AAA ACC AAA AAC ACC ACG ACC ACC CAG ACC CAG CCG AGC AAA 48 
Thr Vol Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys 
15 10 15 



CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AaC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAC AAC 
Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn 
20 25 30 



96 



GTG CCG AGC AGC ATC TGC AGC AAC AAC CCG ACC TGC TGG GCG ATC AGC 144 
Vol Pro Ser Ser lie Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser 
35 40 45 

AAA CGT ATC CCG AAC AAA AAA CCG GGC AAA AAA ACC ACG ACC AAA CCG 192 
Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro 
50 55 60 

ACC AAA AAA CCG ACC TTC AAA ACC ACC AAA AAA GAT CAT AAA CCG CAG 240 
Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin 
65 70 75 80 

ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG CCG ACC ACC AAA CCA 276 
Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val Pro Thr Thr Lys Pro 
85 90 
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TF^FNDE PES FIGURES 
Figure 5 : 

A) Coloration au bleu de Comassie : Gel SDS-Page des proteines de 

fusion extraites de membrane bacterienne et purifiees par affinite sur colonne Albumine des 
differents constructions : 

- Puits HW : Marqueurs de taille moleculaire (en Kda). 

- puits 1 : S.xylosus (pSE'G2B8XM). 

- puits 2 : S.xylosus (pSE^subBBXM). 

- puits 3 : S.xylosus [pSE^delBBXM]. 



B) Immunoblot des proteines de fusion extraites de membrane bacterienne et purifiees 
par af finite sur colonne Albumine des differents constructions avec anticorps polyclonal 
apin anti-Gl. 

- Puits HW : Marqueurs de taille moleculaire precolores (en Kda). 

- puits 1 : S.xylosus (pSE'GZBBXM). 

- puits 2 : S.xylosus (pSE'G2subBBXM). 

- puits 3 : S.xylosus (pSE'G2delBBXM). 



Figure 7 : 

A) Coloration au bleu de Comassie : Gel SDS-Page des proteines de 

fusion secretces et purifiees par affinite sur colonne Albumine des differentes 
constructions: 

- puits 1 : S.xylosus (pSE'G2delBB] (34,28 Kda). 

- puits 2 : S.xylosus [pSE'G2subBB] (35,23 Kda). 

- puits HW : Marqueurs de taille moleculaire (en Kda). 



B) Immunoblot des proteines de fusion secretees et purifiees par affinite sur colonne 
Albumine des differentes constructions avec anticorps polyclonal lapin anti-Gl (VRS). 

- puits 1 : S.xylosus [pSE*G2delBB] (34,28 Kda). 

- puits 2 : S.xylosus [pSE , G2subBB) (35,23 Kda). 

- puits HW : Marqueurs de taille moleculaire precolores (en Kda). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de secretion d'un peptide recombinant biologiquement 
actif, analogue d'un peptide naturel presentant au moins une region 
hydrophobe, caracterise cn ce qu'on cultivc des cellules transformees par 
une construction d'acides nucleiques comportant - des elements assurant 
I'expression et la secretion dudit peptide par la cellule, et 

- une sequence codant 

pour un peptide dont la sequence en acides amines differe de la sequence 
du peptide naturel par au moins une modification dans une region 
hydrophobe non transmembranaire du peptide, 

et en ce que Ton recupere le peptide et/ou les cellules portant ledit peptide 
recombinant. 

2. Procede selon la revendication 1, caractense cn ce qu'au moins 
15 un acide amine hydrophobe de la sequence du peptide naturel est 

remplace par un acide amine non hydrophobe. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'au moins un acide amine hydrophobe est delete de la sequence du 
peptide naturel. 

20 4. Procede selon I'unc des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 

1'acide amine hydrophobe est choisi dans le groupc suivant : Tryptophane, 
Phenylalanine, Proline, Valine, Alanine, Isolcucinc, Leucine et 
Methionine. 

5. Procede selon Tunc des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
25 la construction d'ADN comprend une sequence signal de secretion liee de 

maniere operationnelle a la sequence d'ADN codant pour le peptide 
recombinant, et assurant la translocation dudit peptide et sa secretion 
e.xtracellulaire. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
30 la construction d'ADN comprend une sequence signal liee de maniere 

operationnelle a la sequence d'ADN codant pour ledit peptide et permettant 
la translocation du peptide a travers la membrane de la cellule hole et son 
ancrage membranairc. 
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7. Peptide recombinant susceptible d'etre obtenu par le procSde 
selon 1'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il differe du 
peptide naturel par au moins une modification dans la region hydrophobe 
du peptide naturel. 

8. Peptide recombinant selon la revendication 7, caracterise en ce 
qu'il est ancr6 a la surface de la cellule note. 

9. Peptide recombinant selon l'une des revendications 7 ou 8, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un analogue d'une proteine de structure du 
VRS ou d'un fragment d'une telle proline. 

10. Peptide recombinant selon l'une des revendications 7 a 9, 
caracterise en ce qu'il comprcnd une sequence analogue de la proteine G 
du VRS, sous groupe A ou B. 

11. Peptide recombinant selon l'une des revendications 7 a 10, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence analogue de la sequence 

15 comprise entre les residus 130 et 230 de la proteine G du VRS. 

12. Peptide recombinant selon l'une des revendications 7 a 11, 
caracterise en ce qu'il presente l'une des sequences ID n* 1, n° 2, n' 3, n° 
4, n" 5 ou n* 6. 

13. Sequence nucleotidique codant pour un peptide selon l'une des 
20 revendications 7 a 12. 

14. Sequence nucleotidique selon la revendication 13, caracterisee 
en ce qu'elle comportc cn outre des elements assurant l'cxpression du 
peptide dans une ou plusieurs cellules hotes specif iqucs. 

15. Sequence nucleotidique selon Tunc des revendications 13 ou 14, 
25 caracterisee en ce qu'il s'agit d'ADN. 

16. Sequence nucleotidique selon l'une des revendications 13 ou 14, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'ARN. 

17. Vecteur d 'expression, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon l'une des revendications 13 a 16. 

30 18. Composition pharmaceutiquc destinec a ctrc administree a un 

mammifere pour provoqucr la production in situ d'un peptide, 
caracterisee en ce qu'elle contient un vecteur d'expression selon la 
revendication 17. 
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19. Sequence d'ADN susceptible d'etre utilisee dans le procede selon 
Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- une sequence signal de secretion fonctionnelle, 

- une sequence d'ADN codant pour un peptide recombinant analogue d'un 
peptide naturel, la sequence de peptide recombinant presentant au 
moins une modification dans une region hydrophobe non 
transmembranaire du peptide naturel. 

20. Cellule recombinante, caractdrisde en ce qu'elle contient une 
sequence d'ADN selon Tune des revendications 15 a 16 ou 19. 

21. Cellule selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une bacteYie Gram-negatif. 

22. Cellule selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une bacterie Gram-positif. 

23. Cellule selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il s'agit 
15 d'une cellule de levure. 

24. Cellule selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une cellule de mammifere. 

25. Bacterie selon 1'une des revendications 22 ou 23, caracterisee en 
ce qu'elle est choisie parmi Escherichia coli, Staphylococcus .xylosus, 

20 Staphylococcus carnosus. 

26. Bacterie Gram-negatif selon la revendication 2 1 , caracterisee en 
ce que la sequence d'ADN recombinant, s'est intcgrec dans 1c chromosome 
de l'hote. 

27. Bacterie Gram-positif selon la revendication 22, caracterisee en 
25 ce qu'elle contient une sequence d'ADN recombinant, qui s'est integree 

dans le chromosome de l'hote. 

28. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient 
une cellule selon 1'une des revendications 20 a 27. 



30 
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